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 1971 年 Urist は異所性骨形成を誘導するタンパク性因子として Bone 
Morphogenetic Protein:BMP を発見した 6)。以降、BMP の応用による骨再生法の
研究がなされ、遺伝子工学的手法の発展と共にリコンビナントヒト


















 BMP は BMP-2, BMP-4 あるいは BMP-7 など骨誘導能を有するいくつかのファミ




築し、ラット下腿筋を目的部位として BMP-2/7 発現非ウイルス性ベクターと in 
vivo electroporation 法の併用により異所性骨誘導に成功している 19)。同実験
においては、BMP-2/7 発現ベクターは BMP-2 や BMP-7 等の BMP 単独発現ベクター
と比較して骨形成速度を増大させ、早期に骨形成を誘導することが確認されて
いる 19)。  
 よって、本研究では歯槽骨再生を目的とし、非ウイルス性ベクターである
















３．ラット歯周組織へのヒト BMP-2/7 遺伝子導入（図 1） 
 ラットはペントバルビタールナトリウム(5.0mg/100g 体重)腹腔内投与にて麻
酔を行った。プラスミド DNA(pCAGGS-BMP-2/7) 0.5μg/μl を 30G 針シリンジに
てラット上顎右側第 1 大臼歯口蓋側歯周組織へ注入し、針型平行電極（ネッパ
ージーン,Chiba,Japan）を注入部位に挿入し、直ちにエレクトロポレータ （ージ






















ムノセイバー,日新 EM,Tokyo,Japan) にて 98℃で 45 分間処理し、抗原を賦活化
した。さらに内因性ペルオキシダーゼの不活性化のため、室温で 10 分間 0.3%
過酸化水素水に反応させ、PBS で洗浄した後、続けて 30 分間 10%ウシ血清アル
ブミンを含む PBS に反応させ、PBS で洗浄した。抗体は、骨芽細胞マーカーとし
てウサギポリクロナール抗体抗ラット骨型アルカリフォスファターゼ
（Alkaline Phosphatase:ALP）抗体(タカラバイオ,Shiga,Japan)、未分化間葉
系細胞マーカーとしてマウスモノクロナール抗体抗ラット CD44 抗体（BD 
Pharmingen,San Diego,CA.USA）を使用した。 
 一次抗体として抗ラット ALP 抗体は 200 倍、抗ラット CD44 抗体は 400 倍に 1%
ウシ血清アルブミンを含む PBS で希釈して 4℃で一晩反応させた。二次抗体とし
て、抗ラット ALP 抗体は抗ウサギ IgG 抗体(Molecular Probes,Leiden,The 
Netherlands)を用い、3%ウシ血清アルブミンを含む PBS で 100 倍に希釈して使用
した。抗ラット CD44 抗体は ENVISIONTMキット®（DAKO Japan,Tokyo,Japan）を









モノクロナール抗体抗ラット CD68 抗体（BD Pharmingen,San Diego,CA.USA）、
ウサギポリクロナール抗体抗ヒトBMP-2抗体(Abcam,Tokyo,Japan)および抗ヒト
BMP-7 抗体(Abcam,Tokyo,Japan)を使用した。一次抗体として、抗ラット CD68 抗
体は 500 倍、抗ヒト BMP-2 抗体は 600 倍、抗ヒト BMP-7 抗体は 400 倍にそれぞ
れ 3%ウシ血清アルブミンを含む PBS で希釈して 4℃で一晩反応させた。PBS にて
洗浄後、二次抗体を抗ラット CD68 抗体は抗マウス IgG Alexa594 ヤギ抗体
(Molecular Probes,Leiden,The Netherlands)、抗ヒト BMP-2 抗体および抗ヒト
BMP-7 抗体は抗ウサギ IgG Alexa488 ヤギ抗体(Molecular Probes,Leiden,The 
Netherlands)を用いて、それぞれ 1%ウシ血清アルブミンを含む PBS で 100 倍に
希釈して室温で 60 分間反応させた。標本は反応終了後、PBS で洗浄し、対比染
色として Hoechst33342(Molecular Probes,Leiden,The Netherlands)で 10 分間 








In vivo electroporation 法による歯周組織への BMP-2/7 遺伝子導入
後の経時的組織像 
 
1) ヘマトキシリン・エオジン染色像（図 2） 





2)  抗ラット CD68 抗体染色像（図 3） 
 遺伝子導入 1 日後より遺伝子導入側の歯周組織では炎症性細胞のマーカーで
ある抗ラット CD68 抗体陽性細胞の出現が認められた。導入 3日後ではより多く
の陽性細胞が認められ、導入 5日後では減少した。 
3)  抗ヒト BMP-2 抗体染色像（図 4） 
 遺伝子導入 1 日後より導入遺伝子 BMP-2/7 の発現の結果産生されたと考えら
れる抗ヒト BMP-2 抗体陽性細胞が認められ、導入 5日後では減少した。  
4)  抗ヒト BMP-7 抗体染色像（図 5） 
 抗ヒト BMP-7 抗体による染色では抗ヒト BMP-2 抗体と同様に遺伝子導入側歯
周組織において遺伝子導入 1 日後から抗ヒト BMP-7 抗体陽性細胞の出現が認め
られ、導入 5日後以降は減少した。 





6) 抗ラット骨型 ALP 抗体染色像（図 7） 
 ヘマトキシリン・エオジン染色像では遺伝子導入 5 日後から既存の歯槽骨周
囲に新生骨が形成され、ラットALP陽性細胞は新生骨の周囲に多く認められた。
さらに導入 7 日後では既存の歯槽骨に連続して新生骨が形成され、その周囲に





 本研究では、ラット歯周組織にヒト BMP-2/7 遺伝子発現ベクターと in vivo 
electroporation 法の組合せによる遺伝子導入により、BMP の発現が可能であっ
た。ヒト BMP-2、ヒト BMP-7 陽性細胞は共に遺伝子導入 3日後までの出現が最も
多く、以降、長期間の持続的な陽性細胞の出現は認められなかった。Wikesjo ら











































ル X線写真や CT 写真撮影等により骨形成状態をモニタリングしながら、治療を
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図 2 ラット歯周組織におけるヘマトキシリン・エオジン染色像 
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図 3ラット歯周組織における抗ラット CD68 抗体染色像 
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図 4ラット歯周組織における抗ヒト BMP-2 抗体染色像 
BMP-2 タンパクを発現する細胞は遺伝子導入 1 日後から出現したが､5 日後には
減少した（図下段）。緑色蛍光：BMP-2 発現細胞 
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HE staining HE staining HE staininganti BMP-7 anti BMP-7 anti BMP-7
 
図 5ラット歯周組織における抗ヒト BMP-7 抗体染色像 
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図 6 ラット歯周組織における抗ラット CD44 抗体染色像 
導入１日後から 3 日目まではコントロール側（図上段）と比較し、陽性細胞は
導入側で多く認められたが（図下段）､5 日後以降は減少し、7 日後には両側に
陽性細胞数の差はみられなかった。褐色：CD44 陽性細胞 
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図 7ラット歯周組織における抗ラット骨型アルカリフォスファターゼ抗体染色
像 
遺伝子導入５､7 日後では新生骨の形成がみられ（図下段）､新生骨周囲にはアル
カリフォスファターゼ（ALP）強陽性の細胞が多数認められた。褐色：ALP 陽性
細胞 ＊：新生骨 
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